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Resumen 
 
Un liquen es un organismo compuesto de la simbiosis entre un hongo y un alga. Se conocen 
desde hace muchos años porque han sido utilizados como fuentes en tintes de color, 
bioindicadores y para tratamientos en enfermedades estomacales. Son una fuente conocida 
de metabolitos secundarios fenólicos (fenoles, quinonas, depsidonas, depsidos, entre otros).  
Estos metabolitos biológicamente activos producen una gran variedad de efectos, entre los 
que se incluyen antibacterianos, antivirales, antibióticos, antioxidante, analgésicos, 
antipiréticos, antiinflamatorios, entre otros. 
 
En este trabajo se realizaron un estudio toxicológico subagudo de los extractos acuosos de 
los líquenes antárticos Ramalina terebrata  y Xanthoria candelaria  en ratas, ya que para la 
administración potencia en humanos debe estar garantizado su perfil toxicológico. En este 
contexto, el estudio de estos líquenes y su evaluación de parámetros hematológicos, 
bioquímicos nos permitieron conocer si su uso prolongado genera alteraciones en los 
parámetros antes mencionados. 
 
En esta investigación se encontraron diversos resultados en los exámenes de laboratorio. 
En el grupo RT encontramos cambios estadísticos significativos en los monocitos y VHS, 
esto se puede deber a una infección o inflamación no especifica. La infección fue descartada 
al no encontrar un aumento en las demás líneas celulares. Su perfil bioquímico no tiene 
cambios estadísticos significativos. 
En el perfil hematológico del grupo XC se obtuvo que el número de eritrocitos y hematocrito 
disminuyo durante los 14 días de investigación. Esto se puede deber que en el compuesto 
acuoso de la Xanthoria candelaria produzca algún tipo de anemia regenerativa. En el perfil 
bioquímico se obtuvo un aumento estadísticamente significativo en las transaminasas ALT y 
AST  indicando que se produjo un daño hepático en las ratas.  
 
Palabras claves: líquenes antárticos, Ramalina terebrata,  Xanthoria candelaria, toxicidad 
subaguda. 
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CAPITULO I 
 
1- Introducción  
 
Los líquenes, en términos generales, forman parte del mundo natural a pequeña escala. Son 
inconspicuos, de pequeño tamaño y suelen confundirse con el sustrato sobre el cual crecen. 
En la Antigüedad eran clasificados como un grupo natural independiente; en la actualidad se 
incluyen en el Reino Funji. Estos organismos carecen de clorofila, por lo tanto deben resolver 
sus requerimientos alimentarios mediante diversas estrategias. Una de ellas consiste en 
conformar una asociación estable con algas o cianobacterias. En este caso, el hongo 
(micobionte) desarrolla un hábito macroscópico y las algas son, por lo general, microscópicas 
y alojan en la estructura interna del hongo. Esta simbiosis tiene muchas variantes, aunque la 
relación mutual más frecuente es aquella constituida por un micobionte y un fotobionte. Otra 
variante de la simbiosis es aquella conformada por un talo liquénico que contiene hongos 
liquenícolas. La simbiosis le ha permitido a los hongos liquenizados colonizar los hábitats 
más diversos y extremos. Algunos reportes en la literatura indican que se han encontrado 
líquenes en la Antártica, creciendo varios metros bajo el nivel de las mareas. Además, en la 
zona de los valles secos, es posible encontrar microlíquenes (criptoendolíticos), de los 
géneros Acarospora, Buellia, Lecanora y Lecidea, creciendo en los intersticios y poros de las 
rocas [1]. 
Los procesos bioquímicos que la información genética determina en los seres vivos, 
conducen a una enorme serie de sustancias comunes, no sólo a nivel de principios primarios, 
sino de productos del metabolismo secundario. Las plantas superiores contienen un gran 
número de compuestos secundarios, pero en pequeñas concentraciones. En los líquenes 
existe un menor número de estas sustancias, denominadas sustancias liquénicas; pero en 
mayor concentración. Por esta razón, los líquenes se encuentran entre las plantas más 
analizadas químicamente [2]. 
 
En el caso de la antártica, los líquenes son la parte principal de la flora, ya que son los 
primeros en emerger en estas condiciones ambientales extremas, pudiendo crecer a bajas 
temperaturas, y aun así realizando sus procesos de fotosíntesis. 
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La trascendencia clínica de  análisis toxicológicos, ha motivado el desarrollo de normativas 
que garanticen y constaten tanto su acción farmacológica como su perfil toxicológico en 
extractos de especies medicinales, esto con el fin de certificar  fiabilidad. Es en este contexto 
donde se utilizan parámetros orgánicos que permitan la evaluación y estudio de perfiles 
bioquímicos, hematológicos y de coagulación, que posibilitan evidenciar si el extracto genera 
cambios toxicológicos prolongados en el tiempo. 
Los tipos de toxicidad se pueden clasificar en aguda, sub aguda y crónica; La toxicidad aguda 
tiene por objeto determinar el efecto de una dosis única y elevada de una sustancia 
monitoreando sus efectos hasta el día 14, con lo cual si el compuesto es toxico se informa su 
“ Dosis Letal Media DL50”, se ve representado por la dosis de la sustancia que produce la 
muerta del 50% de las ratas empleadas. La toxicidad sub aguda se mide mediante la 
administración del compuesto realizado diariamente en dosis inferiores a la DL50 durante 14 
días consecutivos, con el objetivo de evaluar los efectos adversos de las ratas. La toxicidad 
crónica  son aquellos estudios en donde se observan las externalidades producto de dosis 
repetidas de una sustancia administrada diariamente durante 3 meses como mínimo [3]. 
 
Esta investigación tiene como propósito analizar los efectos toxicológicos sub-agudos del 
extracto acuoso del liquen Ramalina terebrata y Xhantoria candelaria en ratas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2- Marco Teórico 
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2.1- Líquenes 
 
Los líquenes son una asociación simbiótica entre un hongo (micobionte) y uno o más 
organismos autótrofos fotosintetizadores (alga o cianobacterias) [4-5]. El hongo en este 
vínculo provee el soporte estructural al talo (cuerpo del liquen), facilita el suministro de 
nutrientes, agua y minerales, siendo el responsable de sintetizar la mayoría de los metabolitos 
secundarios presentes en el liquen. Por otra parte, el organismo fotosintetizador se encarga 
de proveer nutrientes y evita la desecación del liquen, esto permite su desarrollo en ambientes 
de alta luminosidad [6]. Se han descrito alrededor de 18500 especies distintas de líquenes en 
todo el mundo. Pueden crecer bajo diversas y extremas condiciones ambientales como en 
zonas muy frías o muy secas, ya sea en las latitudes polares o en altitudes extremas (hasta 
7400 m) [7]. En el otro extremo están los líquenes que se han adaptado a los hábitats de la 
selva tropical, y pueden incluso crecer en la superficie de las hojas vivas. A pesar de la gama 
extrema de adaptaciones ecológicas, la mayoría de los líquenes son sensibles a los cambios 
y difícilmente puede crecer en un hábitat no nativo [8].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1.1- Clasificación 
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El conocimiento de la morfogénesis del fotobionte es importante porque después de la 
simbiosis entre el micobionte y fotobionte se forma el talo característico de un liquen 
desarrollado.  Sobre esta base, los líquenes se dividen principalmente en tres grupos según la 
morfología de su talo en líquenes crustáceos, foliáceos y fruticulosos. Adicionalmente hay 
un tipo especial de líquenes gelatinosos, sin embargo, todos ellos fueron  integrados dentro 
de estos tres grupos que se muestran a continuación [9]. 
 
Líquenes crustáceos 
Los líquenes crustáceos crecen fuertemente unidos al sustrato y no pueden ser retirados de el 
sin destruirlo. La pérdida de agua es restringida principalmente por la superficie superior 
expuesta del liquen. Cuando crecen en superficies rocosas inclinadas, se benefician del flujo 
de agua superficial. Estas características permiten que estos organismos toleren hábitats muy 
extremos y en superficies expuestas de roca [10]. 
 
Líquenes foliáceos 
Los líquenes foliáceos se asemejan a una hoja  y se encuentran parcialmente unidos al 
sustrato. Los talos pueden ser homómeros o heterómeros. A menudo, el talo se divide en 
lóbulos que muestran diversos grados de ramificación. Dentro de este tipo de líquenes existe 
una enorme diversidad en cuanto a formas, organización y tamaños [11]. 
 
Los líquenes fruticulosos  
En los líquenes fruticulosos, los talos tienen forma de cabellera o ramas,  pudiendo ser planos 
o cilíndricos. Son de crecimiento apical o intercalar, así sobresalen de la superficie del 
sustrato. Líquenes fruticosos se encuentran en una amplia gama de climas, desde el desierto 
hasta el bosque tropical húmedo y en varios tipos de sustratos [12]. 
 
 
 
 
2.1.2- Ramalina terebrata  
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El género Ramalina tiene aproximadamente 246 especies distribuidas en todo el mundo [13]. 
El liquen antártico Ramalina terebrata pertenece a la familia Ramalinaceae, y dentro de su 
estructura morfológica es un liquen fruticuloso (macroliquen) de crecimiento decumbente o 
erecto que se asemeja a pequeños árboles o ramas, alcanzando una longitud de 7 cm. Es un 
liquen frecuente y evidente en la zona botánica de la Antártica marítima, que comprende las 
Islas Orcadas del Sur y Shetland del Sur, así como la Península Antártica, y también en las 
partes frías de América del Sur [14].  
 
Estudios anteriores de Ramalina terebrata reportan la presencia de compuestos 
antibacterianos contra bacterias patógenas resistentes a los fármacos comerciales. Entre ellos: 
ácido úsnico, usimine A, usimine B, usimine C, y ramalin [15]. 
En otro estudio se investigó un compuesto llamado ramalin. (γ-glutamil-N '- (2-hidroxifenil) 
hidrazida), éste tiene efectos citotóxicos y antioxidantes mucho más potentes que otros 
componentes como Butilhidroxianisol (BHA) , Butilhidroxitolueno (BHT) en la reducción 
de iones de Fe+3 a Fe2+, ácido ascórbico en los radicales superóxido. Ramalin mostró ninguna 
o muy poca citotoxicidad en células de queratinocitos y fibroblastos humanos en su 
concentración de antioxidante. Además, se evaluó para determinar su actividad antioxidante 
in vivo. Con estos datos, ramalin puede ser un fuerte candidato terapéutico para el control 
del estrés oxidativo en las células [16]. 
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Figura 1. Líquen antártico Ramalina terebrata. 
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2.1.3- Xanthoria candelaria 
 
El liquen antártico Xanthoria candelaria pertenece a la familia Teloschistaceae [17]. 
Tiene un talo de morfología foliosa muy densa pareciendo casi un fruticuloso. Mide 1-2 mm. 
de altura y está conformado por pequeñas colonias de 3 cm. de ancho. Posee una superficie 
rugosa de color amarillo a naranja. Habita en la corteza de rocas generalmente expuestas al 
sol. Se distribuyen en el círculo polar ártico, islas antárticas y regiones templadas. Se sabe 
que sus metabolitos secundarios son Parietina, fallacinal, emodina, teloschistina y ácido 
parietinico [18-19]. Se han realizado muy pocos estudios respecto a sus metabolitos 
secundarios y toxicidad.  
 
 
 
Figura 2. Liquen antártico Xanthoria candelaria. 
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2.2- La Antártica y su importancia 
 
Se conocen aproximadamente 500 especies de líquenes en la Antártida y año a año se están  
conociendo nuevas especies [20]. El continente Antártico posee una superficie aproximada 
de 13.500.000 kilómetros cuadrados. Al oeste de esta península aproximadamente en el 
paralelo 61°S se encuentra la zona denominada Antártica marítima u oceánica, en este sector, 
se comprueba la existencia de un mejor desarrollo de la vegetación antártica terrestre. Dado 
su aislamiento geográfico y extremas condiciones ambientales, es un lugar ideal para la 
búsqueda de especies las cuales se desarrollan en forma limitada en los sectores costeros que 
quedan libres del hielo y nieve durante los meses de verano, como también en algunos 
afloramientos rocosos ubicados en el interior, representando aproximadamente un 4% del 
área total de la Antártica [21]. 
 
Los líquenes son los componentes predominantes e importantes de la flora en el ecosistema 
terrestre de la Antártida. Constituyen la parte principal de la flora, junto con las algas y 
briofitas (musgos). Algunos líquenes son pioneros de la naturaleza, ya que son los primeros 
en penetrar en las áreas emergentes y tener una estrategia evolutiva exitosa para adaptarse en 
condiciones ambientales extremas [22]. 
Estudios realizados a estos organismos, han demostrado que su mejor crecimiento es a bajas 
o medianas temperaturas, lo que significa que estas especies poseen una enorme resistencia 
protoplasmática al frio, permitiéndoles realizar procesos fotosintéticos con resultados 
positivos a temperaturas de hasta de -23°C [21]. 
Sin embargo, los datos obtenidos siguen siendo escasos, habiendo informes limitados en 
comparación con los abundantes recursos de líquenes en la Antártida. 
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2.3-  Sustancias liquénicas  
 
Se han descrito más de 700 metabolitos secundarios exclusivos de líquenes, denominados 
habitualmente como sustancias liquènicas, lo que pone en manifiesto el carácter morfo 
genético de esta simbiosis.  
Los líquenes producen, por su actividad metabólica, varios tipos de compuestos orgánicos, 
principalmente aromáticos. Entre ellos se incluyen ácidos alifáticos, depsidonas, depsonas, 
esteres bencílicos, dibenzofuranos, ácidos úsnicos, xantonas, antraquinonas, terpenoides y 
derivados del ácido pulvínico [23]. 
 
Los procesos bioquímicos que la información genética determina en los seres vivos, 
conducen a una enorme serie de sustancias comunes, no solo a nivel de principios primarios, 
sino que también de productos del metabolismo secundario. Las plantas superiores contienen 
un gran número de compuestos secundarios, aunque en pequeñas concentraciones. En los 
líquenes existe un menor número de estas sustancias liquénicas pero en mayor concentración. 
Por esta razón, los líquenes se encuentran entre las plantas más analizadas químicamente 
[24]. A continuación algunas sustancias liquénicas reportadas: 
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Figura 3. Algunas sustancias liquénicas 
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2.4- Los líquenes y su utilización por el hombre 
 
Muchas sustancias liquénicas tienen un interés farmacológico, bromatológico, industrial, etc, 
que ya era conocido en la antigüedad. Desde épocas muy remotas se ha utilizado al liquen 
para el beneficio del Hombre; Los egipcios usaron a la especie Evernia prunastri para el 
proceso de embalsamar cuerpos. En el norte de África y Asia menor, se empleo la especie 
Lecanora esculeta como alimento. En la india se usaron las especies Parmelia, Usnea 
longissima, Ramalina subcomplanata y tremulans Heterodermia por sus propiedades 
astringentes, laxantes, carminativas y afrodisíacas. En Japón se usaba la especie Umbilicaria 
esculenta para desarrollar platos típicos. Los araucanos en nuestro país preparaban infusiones 
con talos liquénicos para combatir la tuberculosis pulmonar, mucho antes de que los 
españoles llegaran a América y en general muchas culturas han utilizado sus extractos para 
el tratamiento de diferentes padecimientos, entre ellas destacan las enfermedades infecciosas, 
respiratorias, renales, dermatológicas, reumáticas, estomacales, etc [23]. Se han reportado 
una serie de actividades biológicas de estos metabólitos, entre ellas se destacan como: 
antimicrobianos, anti-cancerígenos, antitumorales, gastroprotectoras, antinflamatorias, 
antibióticas, alergénicas, anti-VIH, antivirales, antibacterianas, antifúngicas y antioxidantes. 
 
En la actualidad, son importantes en la industria para elaborar perfumes, fármacos,  
colorantes de ropa, ungüentos, pomadas, medidores de polución atmosférica (gracias a su 
habilidad para poder acumular diversos contaminantes Ej: Cu, Pb, Fe)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.5- Concepto de toxicidad 
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La toxicología es la ciencia que estudia los venenos, sustancias de diverso origen usadas por 
el hombre desde la más remota antigüedad por sus cualidades nocivas, y también por 
supuestas propiedades afrodisiacas (Afrodita o Venus), es decir, relacionadas con el amor de 
Venus, de donde se hace derivar el término veneno.  
Recientemente ha sido propuesta una definición en el sentido de que tóxico es toda radiación 
física o agente químico que, tras generarse internamente o entrar en contacto, penetrar o ser 
absorbido por un organismo vivo, animal como vegetal en dosis suficientemente alta, 
produciendo un efecto adverso directo o indirecto en el mismo [24], generando alteraciones 
en los equilibrios dinámicos del ser vivo. En síntesis se denomina toxicidad a la actividad 
tóxica, concreta y específica, vinculada a la estructura química exógena al organismo 
(xenobiótico) por su interacción con moléculas endógenas (receptor). 
 
Precisamente, esta actividad  biológica es la que permite juzgar acerca de la capacidad que 
posee una sustancia para poder actuar como nociva para un organismo vivo bajo ciertas 
condiciones, es decir, es un concepto relativo, ya que en su actividad biológica pueden incidir 
las más diversas variables [25]. 
 
Los tres parámetros que influyen en la toxicidad presentada por una estructura química: 
a) La concentración del xenobiótico en el sitio donde se encuentra su receptor, que 
depende de la biodisponibilidad determinada por sus propiedades fisicoquímicas, la 
dosis ingerida y su metabolización. 
b) La concentración del receptor, que depende de la especie animal, del tejido afectado, 
de la edad y sexo del organismo vivo, de su equilibrio hormonal, de su estado 
nutricional, etc.  
c) La afinidad del xenobiótico por el receptor, que depende de la naturaleza química del 
primero y de las características bioquímicas del segundo [25]. 
 
 
 
Toxicidad aguda 
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Esta prueba tiene por objeto determinar los efectos de una elevada dosis única. El punto final 
del estudio es la muerte del animal y la toxicidad aguda se expresa por la Dosis Letal 50 
(DL50), que viene a representar la dosis de la sustancia que produce el fallecimiento del 50% 
de los animales empleados y permite establecer la potencia de toxicidad del fármaco. La 
observación de los animales se lleva a cabo después de la administración de la sustancia y 
dura hasta 14 días, después de la administración los animales son sacrificados para observar 
los efectos [26]. 
 
Toxicidad subaguda 
En esta prueba, la administración del fármaco se lleva a cabo diariamente durante un periodo 
de 14 días. Durante el estudio se controlan diariamente un buen número de parámetros 
(aspecto, comportamiento, peso, consumo de agua y alimento, etc.), y al final los animales 
son sacrificados. Al inicio del estudio y antes se toman muestras de sangre para ser analizadas 
[26]. 
 
Toxicidad subcrónica y crónica 
Los estudios de toxicidad subcrónica suelen durar 3 meses, a diferencia de la toxicidad 
crónica que dura de 6 meses a un año, según el uso terapéutico que vaya a tener la sustancia. 
Se observa los efectos adversos que ocurren como resultado de dosis repetidas diariamente 
[26]. 
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3- Hipótesis  
 
El extracto acuoso y los compuestos mayoritarios provenientes de los líquenes antárticos 
Ramalina terebrata y Xanthoria candelaria, presentan toxicidad subaguda en ratas. 
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4- Objetivo General 
 
 Evaluar en ratas el perfil toxicológico subagudo de los extractos acuosos y de los 
metabolitos secundarios mayoritarios de  Ramalina terebrata y Xanthoria candelaria.  
 
4.1- Objetivos Específicos y actividades 
 
a) Obtener un extracto acuoso de Ramalina terebrata y Xanthoria candelaria. 
 
b) Aislar los metabolitos secundarios mayoritarios mediante métodos cromatográficos. 
 
c) Identificar los metabolitos secundarios mayoritarios por 1H-RMN (resonancia 
magnética nuclear) de ambas especies. 
 
d) Realizar estudio toxicológico subagudo en ratas Wistar 
 Mantener ratas Wistar  
 Administrar el extracto acuoso en dosis de 1 g/kg/día de Ramalina 
terebrata y de 0.6 g/kg/día  de Xanthoria candelaria durante 14 días 
consecutivos. 
  Monitorear a las ratas el día 1 y el día 14 mediante la evaluación de 
sus perfiles hematológicos,  bioquímicos y de coagulación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO II 
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5- Materiales y métodos 
 
5.1 Materiales 
5.1.1- Materiales para aislamiento de metabolitos secundarios 
a) Sephadex LH-20. 
b) Cromatografía  en columna (CC) de silica gel gruesa (200-500 µm). 
c) Cromatografías en capa fina (CCF). 
d) Rotavapor Heidolph Hei-VAP Value. 
e) Fuente de luz UV (254nm – 365nm). 
f) Tubos de ensayo. 
g) Matraz Erlenmeyer. 
h) Filtros de papel. 
i) Viales. 
j) Balones. 
k) Capilares. 
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5.1.2- Materiales estudio toxicológico en ratas 
a) Pellet marca Champion®. 
b) 6 jaulas. 
c) Recipiente de agua. 
d) Guantes metálicos. 
e) Aserrín. 
f) Cánula. 
g) Tijeras. 
h) Guantes de látex. 
i) Tubos con EDTA, Citrato y Heparina. 
j) Porta objeto. 
k) Algodón. 
l) Alcohol de 70º. 
m) Caja inmovilizadora. 
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5.2- Metodología 
 
Tipo de estudio: Experimental. 
Lugar de realización: Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. 
 
5.3- Material vegetal  
 
Los líquenes Ramalina terebrata y Xhantoria candelaria fueron recolectados en la Antártica 
chilena en los alrededores de la Base Escudero, por el Dr. Carlos Areche. La identificación 
botánica fue realizada por el Dr. Reynaldo Vargas, liquenólogo de la UMCE. 
 
5.4 Obtención de los extractos acuosos de R. terebrata y X. candelaria 
 
La obtención del extracto y el aislamiento de los metabolitos secundarios fue realizado en el  
“Laboratorio de Química de Compuestos Naturales Extremos” de la facultad de ciencias de 
la Universidad de Chile, Campus Juan Gómez Millas supervisado por el Dr. Carlos Areche. 
 
5.4.1- Obtención de los extractos de R. terebrata 
 
Se masó el liquen antártico Ramalina terebrata, obteniendo 536.25 g, de los cuales 5 g fueron 
guardados como contramuestra. La muestra fue triturada en un mortero y se procedió a 
macerar en acetona 466.41 g. Se obtuvo 6.03 g del extracto acetonico. En el esquema 1 se 
puede observar  este procedimiento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
24 
 
 
 
 
 
         
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 1. Obtención de los extractos de R. terebrata 
 
Acetona (1L x 2) 
 
Liofilizado 
R. terebrata 
(466.41 g) 
Solución de 
Acetona 
Marco 
H2O (1 L x 2) 
Se concentró 
con 
rotavapor 
Solución acuosa 
 
Marco 
Se concentró 
con 
rotavapor 
Extracto acetónico 
(6.03 g)  
 
Extracto acuoso 
 
Se elimino 
Extracto acuoso 
(17.912 g) 
 
25 
 
La identificación de los compuestos mayoritarios se realizó a través del extracto de acetona 
que fue fraccionado por cromatografía en columna (CC). Las fracciones fueron monitoreadas 
por cromatografía en capa fina (CCF) junto a patrones estándares de ácido úsnico y parietina. 
Una vez identificados se enviaron 1H-RMN para su confirmación estructural. En el esquema 
2 se puede observar este procedimiento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 2. Fraccionamiento e identificación de los metabolitos mayoritarios en el extracto 
de acetona de Ramalina terebrata 
Extracto de 
acetona (6.03 g)  
 
Fracción 2 
 
Fracción 1 
 
 
Fracción 3 
 
Parietina 
(1.56 g) 
Ac. Úsnico + 
Parietina 
(3.12 g) 
 
Ac. Úsnico 
(1.11 g) 
Espectro de  
1H RMN 
Espectro de 
1H RMN 
 
Ac. Úsnico Parietina 
 
Cromatografía en columna (cc) 
- Silica gel 63-200 µm  
- Diclorometano metanol en gradiente 
 
Cromatografía capa 
fina (CCF). 
- Silica gel 60 F245 
 
 
 
Cromatografía capa 
fina (CCF). 
- Silica gel 60 F245 
 
 
 
Cromatografía capa 
fina (CCF). 
- Silica gel 60 F245 
 
 
 
26 
 
5.4.2- Obtención de los extractos de X. candelaria 
 
Se masó el liquen antártico Xhantoria candelaria, obteniendo 586.74 g, de los cuales 5 g 
fueron guardados como contramuestra. La muestra fue triturada en un mortero y se procedió 
a macerar en acetona 574.32 g. Se obtuvo 11.28 g del extracto acetónico. En el esquema 3 se 
puede observar este procedimiento. 
 
 
 
 
 
 
         
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 3. Obtención de los extractos de Xhantoria candelaria. 
Solución de 
Acetona 
Marco 
Extracto acetónico 
(11.28 g) 
Extracto acuoso 
 
Se 
concentró 
con 
rotavapor 
Solución acuosa 
 
Marco 
H2O (1L x 2) 
Se elimino 
Acetona (1L x 2) 
Extracto acuoso 
(34.44 g) 
X. candelaria 
(574.32 g) 
Liofilizado 
Se 
concentró 
con 
rotavapor 
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La identificación de los compuestos mayoritarios se realizó a través del extracto de acetona 
que fue fraccionado por cromatografía en columna (CC). Las fracciones fueron monitoreadas 
por cromatografía en capa fina (CCF) junto a patrones estándares de ácido úsnico y parietina. 
Una vez identificados se enviaron 1H-RMN para su confirmación estructural. En el esquema 
4 se puede observar este procedimiento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 4. Fraccionamiento e identificación de los metabolitos mayoritarios en el extracto 
de acetona de X. candelaria. 
Extracto de 
acetona (11.28 g)  
 
Fracción 2 
 
Fracción 1 
 
 
Fracción 3 
 
Parietina 
(4.05 g) 
 
Ac. Úsnico + 
Parietina 
(5.19 g) 
 
Ac. Úsnico  
(1.62 g) 
 
Espectro de  
1H RMN 
Espectro de 
1H RMN 
 
Ac. Úsnico Parietina 
 
Cromatografía en columna (cc) 
- Silica gel 63-200 µm  
- Diclorometano metanol en gradiente 
 
Cromatografía capa 
fina (CCF). 
- Silica gel 60 F245 
 
 
 
Cromatografía capa 
fina (CCF). 
- Silica gel 60 F245 
 
 
 
Cromatografía capa 
fina (CCF). 
- Silica gel 60 F245 
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5.5- Estudio Toxicológico subagudo en ratas  
 
General: El experimento se llevó a cabo en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la 
Universidad de Chile 
 
Colección de ratas experimentales: Para el estudio se necesitó 18 ratas Wistar del mismo 
sexo (macho) que se obtuvieron en el Bioterio del Instituto de Salud Pública (ISP) 
 
Mantenimiento de las ratas: Las ratas se mantuvieron en jaulas correctamente numeradas 
individualmente. La dieta isocalórica suministrada a cada rata fue de aproximadamente de 
20 g/día. Ellas se mantuvieron limpios con una temperatura óptima. Los animales se 
mantuvieron en esta manera durante 5 días antes de la administración del compuesto y se 
continuó así hasta el final del experimento. 
 
Agrupación de ratas: El peso de las ratas individuales se determinó y se agruparon en tres 
grupos (Control, RT, XC). Cada grupo contenía 6 ratas. El grupo RT recibió el extracto 
acuoso de Ramalina terebrata y XC recibió el extracto acuoso Xanthoria candelaria. El 
grupo control no recibió ningún tipo de extracto. 
 
Administración de la muestra:  
Grupo RT se administro una dosis de 0.6 g/kg/día p.o. (0.21g/rata). La muestra fue disuelta 
en 2 ml de agua destilada y fueron administrados durante 14 días consecutivos. 
Grupo XC se administro una dosis de 1 g/kg/día p.o. (0.35 g/rata). La muestra fue disuelta 
en 2 ml de agua destilada y fueron administrados durante 14 días consecutivos. El grupo 
control solo se administro agua destilada. 
Se suministró a través de una cánula, para ello se debió tomar las ratas e inmovilizar, luego 
introducir la cánula y así administrar los 2 ml de la solución acuosa con una jeringa.  
 
Según estudios anteriores se sabe que la dosis mínima para considerar una droga segura es 
de 0,6 g/kg/día. (FDA Drug Registration) [27]. 
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Observación general después de la administración de extractos acuosos: 
 
Las ratas fueron observadas  muy agudamente todos los días y se notificaron las siguientes 
características: el comportamiento, ingesta de alimentos, salivación y diarrea. El peso 
corporal de cada rata de los grupos Control, RT y XC  se midieron el día 1 antes de la 
administración de los extractos acuosos y el día 14, estos pesos fueron comparados. 
 
5.5.2- Parámetros a evaluar antes y después del estudio toxicológico 
 
Se evaluaron los siguientes parámetros a través de un perfil hematológico y perfil 
bioquímico. 
Estos parámetros fueron monitoreados el día 1 antes de la administración del extracto acuoso 
y el día 14 tomando 2 ml de sangre desde la cola de la rata evitando el estrés. Las muestras 
fueron enviadas para su análisis al Laboratorio Veterinario Especializado “VETLAB” 
ubicado en Santa Rosa 1934 piso 3, Santiago. 
 
Monitoreo visual del estado general: temblor, entumecimiento muscular de las patas 
traseras y delanteras, salivación y diarrea 
 
Control del peso corporal 
 Peso corporal al inicio del experimento (día 1) 
 Peso corporal al final del experimento (día 14) 
 % de cambio 
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Perfil Hematológico  
 Eritrocitos (x106/µL) 
 Hemoglobina (g/dL) 
 V.C.M (fL) 
 H.C.M (pg/cel) 
 C.H.C.M (g/dL) 
 Reticulocitos (%) 
 Leucocitos (/uL) 
 Eosinofilos (/uL) 
 Segmentados (/uL) 
 Linfocitos (/uL) 
 Monocitos (/uL) 
 Trombocitos (/uL) 
 Vol. Plaquetario medio (fL) 
 
Parámetros bioquímicos de sangre  
 Glucosa (mg/dL) 
 Colesterol Total (mg/dL) 
 Proteínas totales (g/dL) 
 Albumina (g/dL) 
 Globulina (g/dL) 
 Fosforo (mg/dL) 
 Calcio (mg/dL) 
 Nitrógeno Ureico (mg/dL) 
 Creatinina (mg/dL) 
 Bilirrubina total (mg/dL) 
 Fosfatasa Alcalina (UI/L) 
 ALT (UI/L) 
 AST (UI/L) 
 GGT (UI/L) 
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5.6- Análisis estadísticos 
 
Los análisis descriptivos obtenidos en este trabajo de investigación se realizaron con el 
programa Excel 2010 (Microsoft Corporation, USA). Los análisis estadísticos fueron 
efectuados mediante el software GraphPad Prisma 6.0. La normalidad de los datos fueron 
chequeados por el test de Kolmogorov-Smirnov. La diferencias significativas fueron 
validados por el test “t” con un nivel de significancia del 5% (P<0.05)  
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CAPITULO III 
 
6- Resultados 
 
6.1- Extracto de Ramalina terebrata  
 
Del extracto de acetona (6.03g) del liquen Ramalina terebrata, mediante una combinación 
de distintas técnicas cromatográficas como Sephadex LH-20, CC sílica gel y CCF, se aislaron 
parietina (1.56g) y ácido úsnico (1.11g) como metabolitos secundarios mayoritarios. Estos 
metabolitos fueron identificados mediante la técnica de  Resonancia Magnética Nuclear 
RMN (Bruker a 400 MHz para 1H y 100 MHz para 13C).  
Anexo 11.1. TLC y espectro de 1H RMN de parietina. Anexo 11.2. TLC y espectro de 
1H RMN de ácido úsnico. 
 
 
Figura 3. Parietina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Ácido Ùsnico. 
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6.2- Extracto de Xanthoria candelaria 
Del extracto de acetona (11.28 g) del liquen Xanthoria candelaria, mediante una 
combinación de distintas técnicas cromatográficas como Sephadex LH-20, CC sílica gel y 
CCF, se aislaron parietina (4.05 g) y ácido úsnico (1.62 g) como metabolitos secundarios 
mayoritarios. Estos metabolitos fueron identificados mediante la técnica de  Resonancia 
Magnética Nuclear RMN (Bruker a 400 MHz para 1H y 100 MHz para 13C).  
Anexo 11.1. TLC y espectro de 1H RMN de parietina. Anexo 11.2. TLC y espectro de 
1H RMN de ácido úsnico. 
 
 
 
Figura 5: Parietina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Ácido Úsnico. 
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6.3- Estudio toxicológico subagudo 
Para realizar este estudio se utilizó 17.912 g del extracto acuoso RT y 34.44 g del extracto 
acuoso de XC. No se evaluó compuestos mayoritarios de parietina y ácido úsnico del extracto 
acetónico debido a que fueron obtenidos en cantidades insuficientes para realizar este estudio. 
 
6.3.1- Parámetros evaluados antes y después del estudio toxicológico 
En la tabla 1 se muestran los resultados correspondientes al estado general de las ratas 
control, RT y XC [28]. 
 
Tabla 1: Estado general  de las ratas durante 14 días (n=6). 
 
Grupos 
 
día 1 
Estado general 
día 7 
 
día 14 
Controles Normal Normal Normal 
RT         Normal Somnolencia Somnolencia 
XC  Normal Somnolencia Somnolencia 
Observaciones: Se observó somnolencia y piloerección en el grupo de ratas RT y XC, 
algunas ratas de estos grupos presentaron diarrea pastosa al inicio del estudio.  
 
6.3.2- Control del peso corporal 
En la tabla 2 se muestran los resultados correspondientes al peso de las ratas del grupo 
control, RT y XC antes y después de la administración oral del extracto acuoso [28]. 
 
Tabla 2: Efecto de los extractos sobre el peso corporal de las ratas antes y después de la 
administración oral (n = 6) 
 
 
Grupo 
 
Dosis 
(g/kg/día) 
Peso corporal (g)  
 
% cambio 
Antes de iniciado el estudio 
(M+SEM) 
Después de iniciado el estudio 
(M+SEM) 
Control 0 349.7 + 1.4 353 + 2.8 + 0.94 
RT 0,6 343 + 3.5 338 + 2.1  - 1.46 
XC 1,0 351 + 1.5 339 + 0.9 - 3.42 
M = valor medio; SEM = error estándar de la media; n = número de ratas 
EXAMENES DE LABORATORIO 
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6.3.3- Perfil Hematológico  
 
En la tabla 3 se muestran los resultados de los perfiles hematológicos de los tres grupos de 
ratas en el día 1 y 14 [28]. 
 
Tabla 3: Perfil hematológico de grupo control, RT y XC (M+SEM) 
 Control RT XC 
Parámetro Día 1 Día 14 Día 14 Día 14 
Eritrocitos (x106/μL) 9.06 + 0.39 8.96 + 0.05* 8.9 + 0.08 7.4. + 0.25* 
Hematocrito (%) 45.72 + 2.26 46.28 + 0.09* 46.5 + 0.18  38.03 + 0.7* 
Hemoglobina (g/dL) 18.92 + 0.78 16.58 + 0.34 16.8 + 0.08 13.6 + 0.7 
V.C.M (fL) 54 + 0.89 51.53 + 0.46 52.40 + 0.26 52.87 + 0.35 
H.C.M (pg/cel) 19.13 + 0.43 17.73 + 0.17 18.28 + 0.27 17.73 + 0.08 
C.H.C.M (g/dL) 36.30 + 0.95 34.53 + 0.18 35.28+ 0.22 34.02 + 0.23 
% Reticulocitos 0.47 + 0.02 1.48 + 0.07 1 + 0.14 0.65 + 0.07 
Reticulocitos 40.83 + 2.78 43.38 + 0.8 37.27+ 0.54 43.35 + 1.6 
V.H.S 11.17 + 1.94 1.5 + 0.26* 9.5 + 0.72* 1.5 + 0.22 
Leucocitos (/uL) 15067 + 1183 13757 + 286 14333 + 117 14317 + 135 
Eosinofilos (/uL) 214 + 56 63 + 32 225 + 17  130 + 6 
Basófilos (/uL) 22.33 + 20.33 0 + 0 0 + 0 0 + 0 
Segmentados (/uL) 5774 + 645 4606 + 103 4959 + 67 4007 + 68 
Linfocitos (/uL) 8386 + 686 9191 + 44 8738 + 98 9605+ 104 
Monocitos (/uL) 672 + 164  282 + 3.8* 637 + 11*  282 + 2.3 
Trombocitos (/uL) 284167 + 
38187 
828000 + 
34013 
663500 + 
41222  
734000 + 
15093 
Vol. Plaquetario medio 
(fL) 
13.83 + 0.65 6.2 + 0.06 14.33 + 0.66 6.3 + 0.10 
*: Diferencia significativa en el test “t” con un nivel de significancia del 5% (P<0.05)  
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6.3.4- Perfil bioquímico 
 
En la tabla 4 se muestran los efecto del extracto de Ramalina terebrata en los parámetros 
bioquímicos en el grupo RT después de la administración oral durante 14 días consecutivos 
[28]. 
  
Tabla 4: Perfil bioquímico del grupo control y RT en el día 14 (n=6) 
Parámetro Grupo de ratas 
Control  
(M+SEM) 
RT  
(M+SEM) 
Glucosa (mg/dL) 99.1 + 6.7 100.1 + 3.2  
Colesterol Total (mg/dL) 57.3 + 0.95 58.83 + 1.04 
Proteínas totales (g/dL) 7.25 + 0.06 7.7 + 0.04 
Albumina (g/dL) 4.48 + 0.06 4.6 + 0.04 
Globulina (g/dL) 2.81 + 0.07 3.12 + 0.03 
Fosforo (mg/dL) 6.6 + 0.14 7.8 + 0.13 
Calcio (mg/dL) 9.76 + 0.06 10.17 + 0,02 
Nitrógeno Ureico (mg/dL) 18.65 + 1.38 17 + 0.51 
Creatinina (mg/dL) 0.88 + 0.05 0.92 + 0.04 
Bilirrubina total (mg/dL) 0.21  + 0.005 0.20 + 0.002 
Fosfatasa Alcalina (UI/L) 865.3 + 46.45 1103 + 56.23 
ALT (UI/L) 95.82 + 4.8 93.75 + 0.51 
AST (UI/L) 183.8 + 3.03 190.8 + 5.01 
GGT (UI/L) 5.03 + 0.02 5.02 + 0.02 
 
 
 
 
 
 
En la tabla 5 se muestran los efecto del extracto de Xanthoria candelaria en los parámetros 
bioquímicos en el grupo XC después de la administración oral durante 14 días consecutivos.  
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Tabla 5: Perfil bioquímico del grupo control y XC en el día 14 (n=6) 
Parámetro Grupo de ratas 
Control  
(M+SEM) 
XC  
(M+SEM) 
Glucosa (mg/dL) 99.1 + 6.7 118.6 + 4.3 
Colesterol Total (mg/dL) 57.3 + 0.95 58.33 + 0.8 
Proteínas totales (g/dL) 7.25 + 0.06 7.58 + 0.07 
Albumina (g/dL) 4.48 + 0.06 4.5 + 0.03 
Globulina (g/dL) 2.81 + 0.07 3.1 + 0.04 
Fosforo (mg/dL) 6.6 + 0.14 8.1 + 0.04 
Calcio (mg/dL) 9.76 + 0.06 10.1 + 0.1 
Nitrógeno Ureico (mg/dL) 18.65 + 1.38 18.67 + 0.2 
Creatinina (mg/dL) 0.88 + 0.05 0.95 + 0.02 
Bilirrubina total (mg/dL) 0.21  + 0.005 0.2 + 0,003 
Fosfatasa Alcalina (UI/L) 865.3 + 46.45 870 + 11.23 
ALT (UI/L) 95.82 + 4.8* 232.2 + 36.03* 
AST (UI/L) 183.8 + 3.03* 384.2 + 12.76* 
GGT (UI/L) 5.06 + 0.04 5.03 + 0.02 
*: Diferencia significativa en el test “t” con un nivel de significancia del 5% (P<0.05)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7- Discusión 
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Los líquenes Antárticos al estar expuestos a condiciones de bajas temperaturas, altos niveles 
de radiación ultravioleta y tiempos prolongados de oscuridad, podrían generar un aumento 
en la formación de metabolitos secundarios. 
Dentro de estos metabolitos secundarios se pudieron identificar a través de 1H RMN a 
parietina y ácido úsnico como los principales metabolitos secundarios presentes en ambos 
líquenes. 
El primer compuesto identificado por técnicas espectroscópicas fue la parietina.  En el 
espectro de 1H RMN se observó la existencia de cuatro señales en la región aromática  a δ 
7.6 s, 7.4 s, 7.1 s y 6.7 s junto con la presencia de dos señales a δ 12.3 s y 12,1 s lo cual 
evidenciaba la existencia de una antraquinona. Adicionalmente se encontró un grupo metoxi 
a δ 3.94 y un grupo metilo unido a un anillo aromático a  δ 2.45. Todos estos datos fueron 
concordantes con las señales que presenta la literatura para este metabolito. Posteriormente 
se confirmó la presencia de ácido Ùsnico por medio de 1H RMN en donde fue posible 
visualizar cuatro señales en la región alifática correspondiente a grupos metilo a δ 2.68 s, 266 
s, 2.11 s y 1.76 s junto con una señal en la región aromática a δ 5.98 s característico de un 
sistema dibenzofurano. Adicionalmente fueron observadas dos señales típicas de un quelato 
a δ 13.31 s y 11,02 s [30]. 
 
En esta investigación se encontraron diversos resultados en los exámenes de laboratorio. 
En el grupo RT encontramos cambios estadísticos significativos en los monocitos y VHS, 
esto se puede deber al estrés del animal, una infección o inflamación no específica. La 
infección fue descartada al no encontrar un aumento en las demás líneas celulares. Su perfil 
bioquímico no tiene cambios estadísticos significativos. 
En el perfil hematológico del grupo XC se obtuvo que el número de eritrocitos y hematocrito 
disminuyo durante los 14 días de investigación. Esto se puede deber que en el compuesto 
acuoso de la Xanthoria candelaria produzca algún tipo de anemia regenerativa. En el perfil 
bioquímico se obtuvo un aumento estadísticamente significativo en las transaminasas ALT y 
AST  indicando que se produjo un daño hepático en las ratas.  
 
En estudios anteriores se analizó los efectos del ácido úsnico del liquen Cladonia 
substellata produce una disminución en el peso de ratas hembras preñadas y reacciones 
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adversas en la madre y feto, como daño hepático [31]. Otros estudios hablan de los efectos 
benéficos de algunos líquenes como Teloschistes flavicans como antinflamatorio [32], este 
otro liquen Parmelia pertala tiene un efecto hepatoprotector [33]. 
 
No se encontraron estudios toxicológicos previos de los líquenes Ramalina terebrata y 
Xanthoria candelaria. Estos nuevos estudios muestran la importancia de evaluar los efectos 
tóxicos de sustancias naturales con el fin de dilucidar el cuidado en su uso como fármaco 
potencial. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO IV 
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8- Conclusiones 
 
a. Los metabolitos mayoritarios de Ramalina terebrata y Xanthoria candelaria son 
ácido úsnico y parietina. 
b. Basados en los resultados obtenidos, se puede decir que el extracto acuoso de 
Ramalina terebrata se considera un compuesto seguro. 
c. Basados en los resultados obtenidos, se puede decir que el extracto acuoso de 
Xanthoria candelaria se considera un compuesto inseguro ya que produce una leve 
anemia regenerativa y un daño hepático. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO V 
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11.1- Parietina 
  
 
 
 
 
Anexo 11.1. TLC y espectro de 1H RMN de Parietina. 
 
11.2- Ácido Ùsnico 
  Cromatografía en capa 
fina TLC (fase móvil 
EP/AC  al 40%), bajo 
luz UV a 254nm.  
 
Cromatografía en capa fina 
TLC (fase móvil EP/AC  al 
40%), bajo luz UV a 365nm.  
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Anexo 11.2. TLC y espectro de 1H RMN de Ácido Úsnico. 
 
 
 
Cromatografía en capa fina 
TLC (fase móvil 
DCM/MeOH  al 5%), bajo 
luz UV a 254nm.  
 
Cromatografía en capa fina 
TLC (fase móvil DCM/MeOH  
al 5%). Revelado con revelado 
con reactivo de Liebermann 
modificado (MeOH/ác. 
sulfúrico al 5%) 
 
